
 

 

 

 
   

 در سرم انسان   Vitamin B12گیریاندازهکیت 
Vit B12 ELISA Kit 96t  

Cat. No: 6624-96 / Rev: B5 (1402/12/07) 
 

 ه:مقدم

B12  و آب    نیتام ییک  در  در ط  استمحلول  ف  یعی وس  فیکه  رایندهای  از 

  ن یقرمز خون و همچن  یهاگلبول   لینقش دارد. دخالت در تشکفیزیولوژیک  

  نیا  یهانقش  نیترمهم   ازجمله  یراف بافت عصب اط  رد  نیل یغلاف م   لیتشک

و هستند  نیتام یو منابع  معمولاً    B12  نیتامی.   ن یم أت  یوان یحغذایی  از 

سالمندانگرددی م افراد  .  گ  یو  کمبود   خواراه یکه  معرض خطر  در  هستند 

دارند.    نیتامیو  نیا از  قرار  حاصل  متهم  یر یگاندازهنتایج  سطح   لیزمان 

ه   CoAلیمالون  و  یافتراق  ص یتشخ  درنیز    نیستئی وسموو   ن یتام ی کمبود 

B12  نیتامی. کمبود و شوندکار برده می به   از کمبود فولات  B12   و فولات هر

. هستند   نیستئیمقدار هوموس  شیشامل افزا  یمشابه  ین یبال   علائم  یدو دارا

و   تنهاوجود،    نیا  با کمبود  افزا B12  نیتامیدر  مت  شی ،    ل یمالون  لیسطح 

CoA  نیتامیو  گیری سطح  اندازه  کیت  حیطه کاربرد این  .دهدیم  رخ  B12 

 باشد. می به روش الایزا های سرمنهدر نمو

 

   :اصول آزمایش

رقابتی  اساسبر  آزمایش  نیا است  الایزای  شده  اطراحی  در    روش   نی. 

کنترل  هابراتوری کال  ،هانمونه  ب  همراهبه   و    یهاچاهک   به  ینیوتیکونژوگه 

پسد نوشمی   اضافه  هدش  تیب تث  نی دی استرپتاو  حاوی  نیتام یو  اتصالاز    . 

B12 نیتام ی )و یم یکونژوگه آنز له،ینی وتیب یبادی آنت هب B12 م یآنز به متصل 

HRP  اضافه ب.  شودمی (  آنتی آنت  نیرقابت  و  کونژوگه  نموی ژن  براژن    ی نه 

به   آنت  یهاگاه یجا اتصال  انکوباس )ها  ی بادی محدود  زمان  در  اول    ونیکه 

نداد ترک  .شودمی   یجادا  (انده واکنش  حذف  و  شستشو  از  متصل    باتیپس 

و سپس محلول   (HRP  می آنز  یسوبستراه کردن محلول رنگزا )با اضافنشده،  

تولید میکننده  متوقف  نهایی  در محصول  را  نوری  بیشترین جذب  که  شود 

 جذب  شدت  جهینت  درشده و    جادی رنگ ا  میزانانومتر دارد.  ن  450موج  طول

ها  براتوریموجود در سرم و کال  B12  نیتام یو  ا غلظت بک،  هاچدر هر    نوری

در دارد.  معکوس  اظغل   تینهاارتباط  نمونه  نی تام یو  نیت  کمک ها  در  به 

 گردد. ی محاسبه ماستاندارد  ینحنم

 

 : محتویات کیت

  .تثبیت شده نیدی استرپتاوحاوی  تستی96پلیت میکرو  (1

غلظت  الیوشش  :    Cal A-F)  (Vit B12  هاکالیبراتور  (2 ،  100  ،0هایبا 

   . pg/mL 2000و  1000،  400 ،200

 6ویال    یک:   (Vit B12 Enzyme Conjugate)آنزیمی  وگهژکون  (3

 . در بافر HRP آنزیم متصل به ژنآنتی  لیتری حاویمیلی 

بژنکو  (4   6  الی و  یک:  Biotin Conjugate)   (Vit B12ینی وتیوگه 

 .بافر رد نیبیوت متصل به  بادیی آنت یحاو یتریلی ل یم

 13ویال    یک:  (Vit B12 Releasing Agent)کننده  آزاد  حلولم  (5

 لیتری. میلی 

ویال    یک:  (Vit B12 Stabilizing Agent)کننده  پایدار  محلول  (6

 لیتری. میلی 7/0

خنثی   (7  6ویال  یک  :  (Vit B12 Neutralizing Buffer)کننده  بافر 

 لیتری. میلی 

 . یتریلی ل یم 20 الیو یک: (Wash  Solution-50X) وشت محلول شس (8

 . یتریلیل یم 12 الیو یک: (Substrate Solution) رنگزامحلول  (9

 . یتریلی ل یم 12 الیویک : (Stop Solution) کنندهمحلول متوقف  (10

  .لیتریمیلی 5/0( ی(: ویال)ها Vit B12 Controlمحلول کنترل )( 11

 . چسب مخصوص پلیتبر (12

.  گراد نگهداری شوندانتی رجه سد  8ا  ت  2ای  دم  رها دلومحل   تمام  :1  هجوت

  ت یک اتیمحتو .کننده در دمای اتاق نیز قابل نگهداری استمتوقف محلول 

مدت   به  شدن  باز  از  دما  60پس  در  سانت  2-8  یروز  پای درجه    دار یگراد 

   هستند.

 است. شده درج COAکنترل)ها( در  مقادیر: 2 توجه
 

 ده در کیت:  شنیل مورد نیاز تأمین اسوو  مواد

 . )فیلتر مرجع( رتموننا 630و  450ای فیلتر راگر پلیت د( دستگاه خوانش 1

 بره. ر کالی ( سمپل 2

 ( آب مقطر دیونیزه. 3

 

 تیاط در استفاده از کیت: حا
لذا    است؛  دهیگرد   هی تعب  تی ک  نیاستفاده در هم   یبرا  تیک  نیا   اتیمحتو  (1

د  یهاشماره  ای  و  هاتیک  ریاس  ابمشترک  اده  استف  از  جداً  گریساخت 

 . دیی نما یخوددار

امحلولیه  ل ک  (2 زمان  تا  ه  ءاضقنها  پایدار  مکیت  از  که اهحلول ستند.  یی 

 د. شته است استفاده نکنیذگ هاتاریخ انقضاء آن 

 قرار نگیرند.  مستقیمنور  عرضها در متوجه فرمایید محلول (3

و    HBsAg  ،HIV1/2ظر منفی بودن  ز نا  ین امنشاء انس  محتویات کیت با  (4

HCV  ام عوامل  مت  نمنفی بودرد  قطعی در مو  صولی تشخی  اند؛بررسی شده

بیماری  اس  زاعفونی  روش با  از  آتفاده  متداول  امکان امزهای  پذیر یشگاهی 

 محتویات زایی و بیماری آلودگی  با در نظر گرفتن احتمال ،بنابراین . نیست

تمام    آزماکیت،  باید  اب  شیمراحل  انجام لمدستورالع  مطابق  ایمنی  های 

 د. نشو

با  در هنگام کار    .است  یلزام ا  رادر هنگام ک  نکی تکش و عس داستفاده از    (5

ریخته  بدن  نقاط    ریسا  ایصورت    ر رویب  آن  اتیکه محتو  دییدقت فرما  تیک

 .  جلوگیری نمایید مخاط جداً  ریبا دهان و سامواد از تماس  نشود.

ب  (6 سمپلرهایس  و  هاچاهک،  اه کنترل  ،ن راام ینمونه  با  ر  شده   د ی استفاده 

نظر    یعفون   یماندهاسپ عنوان  به شوندتفرگدر  با  و    ه  دفع   تالزامامطابق 

 . دگردنامحاء  یعفون یدهاپسمان 

  :نمونهو نگهداری  سازیآماده ،آوریجمع 

آزمایش  نمونه (  1 این  برای  ب  .استسرم    مناسب  فرد  بودن  هنگام    ه ناشتا 

ن وخخواهد بود. نمونه    رگذاریدست آمده تأثهب  جینتا  یدر درست  یریگه نومن

شود و سرم بعد از    هیته  یاهرگ یس  یریگاستاندارد خون   کیتکن با استفاده از  

( خون  کامل  شدن  سلولقهیدق  60تا    30لخته  از  شود.   یخون  یها(  جدا 

نمونه   یحت از  همول  کی پمی ل  ک،یکتریا  یهاالامکان  .   دین کناستفاده    زیو 

ا در هن نمونه دا، از قرار دUVدر برابر اشعه    B12تامین  یوعلت ناپایداری  به

سرم بلافاصله مورد استفاده   یهاه وننماست  بهتر  معرض نور خودداری کنید.  

 .  رندیقرار گ

کاملاً بسته    دیبا  هادرب ظرف نمونه  ،اهبه نگهداری نمونهصورت نیاز  در  (  2

رنگ  ه  تس ب  رد  لولهدر    هانمونه باشد.   تیره  دماو  درجه   8تا    2  یدر 

مدت    گرادی سانت  به  دماروز    5حداکثر  در    داگری سانت  درجه      -20  یو 

کردن مد  منج   زا  .هستند  استفاده روز قابل   30ت دمبه  حداکثر  ذوب   و 

 . د یکن یخوددار هامکرر نمونه 

د،  ن نکیدریافت ما  ر  (mg/day 5˃)در افرادی که دوز بالایی از بیوتین  (  3

باید حه نمون پ  8قل  ادگیری  انجام  ساعت  بیوتین  دوز  آخرین  دریافت  از  س 

 شود. 

  :هامونهن و هاسازی معرفآماده

شستشو:  ازیسهادمآ(  1 محلول  نگهداری  از  لیتمیلی  20حجم    و  محلول  ر 

به    (50X)شستشو   از  میلی   980را  پس  و  اضافه  دیونیزه  مقطر  آب  لیتر 

دمای  سازی  آماده  سانتی   8  ات  2در  نگهددرجه  کنید.  راگراد  صورت  ی  در 

د گرای تندرجه سا  37ماری  در بن  را  آندر محلول شستشو،    بوسمشاهده ر

کدورت    برسوتا  د  یهد  قرار مشاهده  صورت  در  شود.  محلول  حل  در 

 دداری کنید. شستشو، از مصرف آن خو 

پایدارکننده  محلول   استخراج:  محلولسازی  آماده(  2 آزادهای  با   ار  هکنندو 

ن  1:39نسبت   مثال  به )یید  اممخلوط  محلول    100عنوان  میکرولیتر 

بهه  کنندپایدار آزادمیلی  9/3  را  محلول  کنیضاا  کنندهلیتر  توصیه   .(د فه 

  .تهیه شود به مقدار نیاز ل از مصرف و بقاین محلول شود که می 
کنترل نمونه استخراج  (  3 و  کالیبراتور  نمونه   :،  تعداد  بیمار، به    های 

  µl  100  به هر لولهتهیه نمایید.  ای  شیشه آزمایش   هتورها و کنترل لولابری لاک

نمونه  کنترل  از  کالیبر  و،  استخراجمح  زا  µl  50  و  اتور یا  مصرف   لول    آماده 

ااضافه کرده و   بار  )  ز مخلوط کردنپس  بار    سک ت ورسه   5تا    3مدت  بههر 

مدت  (ثانیه  دمای15  به  در  انکوب  دقیقه  نما اتاق  بافر    µl50  سپس یید.  ه  از 

)سه بار ورتکس هر   وط کردنمخل  پس از  ها رالوله   کنید.  اضافه  هدکننخنثی 

 مای اتاق انکوبه نمایید. یقه در دقد 5 تدمبه  ثانیه( 5تا  3  مدتبار به 

نمونهتوجه:   استخراج  برای  الامکان  نو ی  اشیشه های  لوله   از  حتی  و  تازه 

تمیزشه یش  یاهلوله که    دقت فرماییداستفاده کنید.   د املاح  قافو    ای کاملاً 

 باشند. 

 
 

   :روش انجام آزمایش

ها به دمای نمونه  د که تمام اجزاء کیت ومایش مطمئن شویشروع آز  از  قبل

رسیدهنتیاسدرجه    28تا    22)اتاق   کالیبراتورگراد(  کنترلهااند.  و ،  ها 

 . یدنواخت کنآرامی یکبار سر و ته کردن به 5را با  هانمونه 

ها چاهک  هی و بقرید  دارا برتست    انجام  یبرا  ازی مورد ن  یهاهکاچ  ددا تع  (1

درب آن را بسته و در   ید،هدقرار    یومینی آلوم  سهیدر ک  ریگترطوب  همراهرا  

 . کنید یدارگراد نگهیرجه سانتد 8تا  2 یدما

را    شدههای استخراج  نمونه  یا  هاکالیبراتور،  کنترل  ولیتر ازکر می  50  حجم  (2

موردک هاچدر   بریزید.    های  هنظر  که  است  یا  بهتر  نمونه    کالیبراتور ر 

 ها ریخته شود. در چاهک  دوتایی صورتبه

می میکرول  50  حجم  (3 از  هرب  بیوتینیکونژوگه  حلول  تر  ه  اضاف  چاهک  ه 

 . آرامی تکان دهیدیه روی سطح میز به ثان 30مدت  به کنید و پلیت را

در   دقیقه  45  مدتبه  انید وشوبپ  پلیت  ها را با برچسب مخصوصچاهک  (4

 دمای اتاق انکوبه نمایید. 

آنزیمی     میکرولیتر  50  حجم  (5 کونژوگه  محلول  اضافه از  چاهک  هر  به 

سپس    دیتکان ده  یآرام به  زیسطح م  یور  هیثان  30مدت    پلیت را بهکنید و  

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه نمایید.  30مدت به

. سپس  دی کن  تخلیه  یا آسپیراسیون  ردنک  ونهها را با وارچاهک   اتیمحتو   (6

ده  ا آمی  محلول شستشو  تر ی لکرویم  300ا  مرتبه و هر مرتبه ب  3  ا راهچاهک 

. اگر شستشو  دییبشو( ها را مطالعه بفرماییدسازی معرف)بخش آماده، مصرف

انتهای م  انجام  یصورت دست به در  به  یشود  رو  را  تیپل   یآرامشستشو    ی بر 

رطوبت  انجام  به   .دیبزن  ریگدستمال  مناسبمنظور  استاندا  شستشوی    د رو 

 ید. قدام نمایا 1سایت شرکترار داده شده در وب ها، مطابق با فیلم قچاهک 

و پلیت   ها بریزیدهک چا ون تمامدررنگزا  محلول از میکرولیتر 100 حجم (7

دادن پلیت از تکان  .کنید اتاق و تاریکی انکوبه  دمای ره ددقیق 20مدت را به

 ایید. مرحله خودداری نم نای رد

  توانید می  به دست آمد،  2توجه: اگر بالاترین میزان جذب کالیبراتور کمتر از 

 .دهید دقیقه افزایش 10مدت ان انکوباسیون محلول رنگزا را به زم

نید و ها اضافه کهک ه چای کل   هبکننده  محلول متوقف  میکرولیتر  50  م حج  (8

بی آن به زرد تبدیل  رنگ آ  دهید تاکان  ت  یامآربه ثانیه    20به مدت    را  پلیت

   .شود

دقیقه   15  حداکثر تا  نانومتر  450موج  در طولرا    هر چاهک  نوری  جذب  (9

اندازه  واکنش  کردن  متوقف  از  کنیدبعد  طول  گیری  رفرانس  )از   620موج 

کنید(.  630تا استفاده  غلظت    نانومتر  محاسبه  آزمایش  این  ش  رو  بهدر 

Point to Point    4وPL  (ا  یLogic-log)  است؛    قابل صورت اجرا  در 

ثال  عنوان م کوچک )به  یرا عدد   A  براتوریغلظت کال   4PLاستفاده از روش  

0.01 pg/mLردی( در نظر بگ.  
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نمونه در زیر ارائه شده عنوان  ه رهای این کیت ب یبراتومیزان جذب و نمودار کال 

 ت.اس

 
 
 

 

 

 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 B12 ویتامین  برای تست الایزای  انتظار مقادیر مورد
 

ان مق  ،یتک  هند کنتولیدشرکت   مورد  این  ادیر  برای  به  آزمایشتظار  زیر  را  قرار 

است.  مشخص   مقادیر  اگرچه،کرده  نظرلیت  ا آن  برای  این  توسط د  بای  مورد 

   .ین گرددتعی آزمایشگاه 
 

 
 
 
 
 

 
 

 

 کیفی کنترلی هارپارامت

 (Within Run)دور درونآزمون دقت  -بررسی دقت( 1
تکر  دوردرون   دقت ارزیابی  نت ذپاربا  حیری  سرم  ایج  نمونه  سه  از  با  اصل 

متفاوت  غلظت نوبتسه سطح کنترل  و  های  )در یک  برای    20کاری  تکرار  بار 

 است. CV˂13.2%ایش ین آزمامعیار پذیرش در  مونه( بررسی شد.ن هر

 

 
 

 
 
 
 

 (Between Run)دور بین آزمون دقت-دقتررسی ب( 2
بین تجدیدپذ  دوردقت  ارزیابی  از    ییربا  حاصل  سرمون  سهنتایج  با  نه  م 

بار تکرار برای هر    5کاری )نوبت  4در    و سه سطح کنترل  های متفاوتغلظت

نوبت  هر  در  انجنمونه  در  شد.م  اکاری(  پذیرش  آز  معیار  مایش  این 

CV˂13.2% ت. سا 

 
 
 

 
 

 (Recovery) یابی بازآزمون  - یدرست یرس( بر3
این   آزموندر  ازاء هر  به  نمونه سرم  ،آزمایش  یکدیگر    مساوی  بتنسه  ب   دو  با 

به   یب شدکرت نمونهعنوان  و  آن سنجش    B12  ویتامینظت  غل   ،یک   د. ی گرددر 

 . است انتظار ه موردجنسبت به نتی  Bias˂10% ،ین آزمایشمعیار پذیرش در ا

 

 

 
 

  (Linearity) آزمون خطی بودن -یتسدری سر( بر4

این تست   ت  نه سرموهای مختلف نمرقتدر    B12  ویتامینغلظت  در  ین ی عبرای 

  Bias˂10%  شیآزما  نیدر ا  رشیپذ  اری مع  د.گیری شاندازه  تخطی بودن کی

 .است

 
 
 

 

  (Comparison of Methods) هاش سه رومقای  -( بررسی درستی5

نمونه سرم با   100در    B12  ویتامینت، میزان  ن کییاایج  نت  درستیجهت بررسی  

 و   یسهکیت مرجع مقا  یج آن باشد و نتا   گیریاندازه مقادیر پایین، نرمال و بالا  

،  پیرسون روش  دو کیت، بر اساساز   آمدهدست به  نتایج  بین  یهمبستگیب  رض

ا مع  .دحاسبه گردی م  993/0 برای  آزماییار پذیرش    یش به صورت زیر تعریف ن 

 ست: ا شده
 

0.9≤Pearson Correlation Coefficient≤1.0 
 

 

 (Cross Reactivity)آزمون واکنش متقاطع -( بررسی ویژگی6

مندرج در های مختلفی از مواد کردن غلظتافه ضکمک ا یش بهاین آزما ویژگی

 یگیرندازهع با اطا متق  واکنش  .تاس  شده  یارزیاب  ،رمسهای  نمونه به    جدول زیر

نیاز  B12  ویتامین  مقداربه    اضافه شده  ماده  رمقدانسبت بین   ایجاد    مورد  برای 

واکنش متقاطع )بسته به  معیار پذیرش  .  ه استشدبررسی    ، همان مقدار جذب

  درصد و برای   100±10اضافه شده( برای آنالیت در محدوده  ماده    یت ووع آنالن

 د است. درص 25حداکثر تا  شده هماده اضاف
 

Cross Reactivity Substances 

0.0008 Rheumatoid Factor 

< 0.0001 Cobinamide 

 
 

    (Interference) ( بررسی تداخلات7
مورد ارزیابی   B12 ویتامین شسنج  رج درای د تداخلاتدرص ،ول زیراساس فرم بر

 قرار گرفت:

 

 

 
بدرب نتایج  آمدهاساس  تاوگلومه  ، ست  و    30 تاروبین  بیلی ،  500 بین 

 . تأثیری بر نتیجه سنجش ندارد لیتر گرم بر دسی لیمی 2500 تاگلیسرید تری

 
 (Sensitivity) ( بررسی حساسیت8

 Limit of (LOB)و  Limit of Detection (LOD) سسیت کیت بر اساحسا

Blank      با  با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد و برابرpg/mL  15/70    عیین  ت

 .گردید
 

s5 SD+ 1.64D=LOB LO 

LOB= Meanb + 1.645 SDb 
 

(s: Diluted sample & b: Blank) 
 

 

 (Stability) ( بررسی پایداری9
Accelerated Stability Test  :در   فتهه  4  مدت  به  تیک  پایداری  بررسی 

   .گرادی سانت درجه 37 یدما

In Use Stability Test  :بدر  کردن  باز  از   پس  تیک  پایداری  بررسی  

 . گرادی سانت  درجه 4 یدما در هفته 8 مدت به ،هاول محل 

Shelf Stability Test :یدما در سال 2 مدت به تیک عدد 8 پایداری یبررس 

   .اشدبمی  بار کی ماه سه هر  صورته ب نتایج ارزیابی و گرادی سانت  درجه 4

  یهازمان   در  نظر  وردم  تیک که  دهدی نشان م  یداری اپ  یبررس   لفمطالعات مخت

آزما   رشیپذ  اری مع  .است  داریپا  شدهمشخص  ب  یهاشیدر  تعمربوط   ن ییه 

  .استدرصد  20 ازکمتر  نتایج تغییر ،یداریپا

 

 

 

 

 

 

 

 لاهاسب کاچبر رتفاده شده دعلائم اس

 

Authorized representative in 

the European community 

 
Manufacturer 

 
Use-by date 

 

Batch code 

 

In vitro diagnostic medical 

device 

 
European conformity 

 
Catalogue number 

 
Contains sufficient for tests 

 
Temperature limit 

 

Date of manufacture 
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هورت  صدر   خواهشمندبروز  مشکل  شماره است    رگونه  های  با 

 .دیریگب تماس (بخش پشتیبانی)به ی جعمندرج بر رو

 

Calibrator 
Well 

Number 
OD 

Mean 
OD 

Conc. 
(pg/mL) 

Cal. A 
A1 2.958 

3.031 0 
B1 3.104 

Cal. B 
C1 2.537 

2.564 100 
D1 2.591 

Cal. C 
E1 2.106 

2.109 200 
F1 2.113 

Cal. D 
G1 1.433 

1.494 400 
H1 1.555 

Cal. E 
A2 0.791 

0.765 1000 
B2 0.739 

Cal. F 
C2 0.233 

0.248 2000 
D2 0.263 

 

Sample/ Control 1 2 3 
Ctrl. 

1 
Ctrl. 

2 
Ctrl. 

3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (pg/mL) 251 782 1877 453 742 1304 

SD (pg/mL) 13.6 38.3 64.2 25.8 43.7 75.3 

CV (%) 5.4 4.9 3.4 5.7 5.9 5.8 

 

No. 
Sample 
(pg/mL) 

Added 
(pg/mL) 

Exp. 
(pg/mL) 

Obs. 
(pg/mL) 

% Rec. 

1 95 457 276 284 102.9 

2 718 94 406 421 103.7 

3 456 718 587 573 97.6 

 

No. 
Sample 
 (pg/mL) 

1/2 1/4 1/8 1/16 

% Bias  

1 1286 -2.8 1.5 -1.5 -1.3 

2 1540 -1.4 1.2 2 -2.3 

3 1800 3.6 -3.3 -3 -0.3 

 

Sample/ Control 1 2 3 
Ctrl. 

1 
Ctrl. 

2 
Ctrl.  

3 

No. of Repeats 20 20 20 20 20 20 

Mean (pg/mL) 356 793 1379 451 743 1298 

SD (pg/mL) 21.6 44.6 71.8 29.1 44.6 72.3 

CV (%) 6.1 5.6 5.2 6.4 6.0 5.6 

 

pmol/L pg/mL Population 

118-957 160-1300 Newborn 

147-615 200-835 Adult 

81-589 110-800 Adult˃60 Years 

pg/mL × 0.736 = pmol/L 

 

 × 100 درصد تداخل  =

 ر له گلظت بعد از افزودن آنالیت مداخغن  میانگی -زودن آنالیت مداخله گر میانگین غلظت قبل از اف

 گرغلظت آنالیت مداخله  


